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有 机 磷酸 酯 和 氨基 甲酸 醒 类 杀 虫 剂 的 杀 虫 作用 与 它们 对 昆虫 神经 系统 中 乙酰 胆 碱 酯 
获 的 抑制 密切 相关 。 很 多 杀 虫 剂 本 盘 并 不 是 好 的 抗 胆 碱 酯 酶 剂 , 需 经 生物 体内 氧化 等 代 
谢 过 程 转变 为 相应 的 活性 产物 ,才能 有 效 地 抑制 胆 碱 酯 酶 。 杀 虫 剂 表现 选择 毒性 在 很 大 
程度 上 取决 于 其 在 生物 体内 激活 和 解毒 代谢 的 差异 、 对 胆 碱 酯 酶 的 抑制 差异 以 及 这 些 因 
素 的 联合 作用 (O’Brien，1976)。 

析 乱 在 我 国 彼 业 生 产 中 占有 重要 地 位 , 杆 乔 饰 腹 寄 蝇 是 梓 蛋 的 寄生 害虫 。 本 文 报告 
这 两 种 昆虫 的 胆 碱 酯 酶 的 基本 性 质 和 杀 虫 剂 对 该 酶 的 抑制 作用 ,并 讨论 敌 百 虫 \, 乐 果 对 这 
两 种 昆虫 的 选择 毒性 机 制 。 


材料 和 方法 


1. 药剂 和 试剂 ”和 氧 乐 果 、 敌 敌 器 均 为 自制 纯 品 。 硫 代 乙 酰 胆 碱 等 生化 试剂 均 为 分 析 
ti, 

2. 昆虫 “ 杆 蚕 品种 为 青 黄 一 号 。 寄 生 蝇 姐 是 从 五 龄 末期 的 寄主 中 解说 取得 。 寄 蝇 成 
齐 是 从 在 室外 越冬 的 蝇 旺 室内 羽化 而 得 。 以 上 材料 为 辽宁 省 和 剧 业 科学 研究 押 提 供 。 

3, 胆 碱 酯 酶 的 测定 

(1》 酶 的 制备 ”从 五 龄 10—12 RKR ARHAR. 用 含 0.5% Triton 
0.1 克 分 子 浓度 pH7.4 磷酸 组 冲 液 。 神 经 索 以 1:8( 重 量 /体积 ) 在 玻璃 血浆 器 中 匀 浆 , 头 以 
1:3 (重量 /体积 ) 在 MSE-7700 型 高 速 匀 浆 器 中 匀 浆 ;成 蝇头 以 1:10, 胸 以 1:4 (重量 / 体 
积 ) 匀 奖 ; 蝇 姐 从 寄生 生体 内 取出 ,用 上 述 组 冲 液 (内 售 1x 10° RATER), 以 
1:3 (重量 / 休 积 ) OR. WESORE 4000 转 / 分 钟离 心 20 分 钟 , 上 清 液 作为 酶 源 。 各 项 
操作 均 在 0 一 4°C 进行 。 

(2) 胆 碱 醋 酶 活力 测定 ” 按 limen 等 (1961) 方 法 并 加 以 改进 。 反 应 原理 如 下 式 所 
AN 





JERRI 
(CH, );NCH,CH,SCOCH, HERES (CH,);NCH,CH,S” + CHsCOO™ + 2H* 
H,O 


AMF 1979 年 1 月 收 到 。 
本 工作 承 杨 平 澜 , 刘 维 德 和 沈 昭 文 先 生 鼓 励 和 提供 宝贵 意见 。 吴 建 德 同志 参加 部 分 工作 , 辽宁 省 乔 业 科学 研究 所 
提供 实验 材料 , 谨 此 致谢 。 


1 


2 E E 学 报 24 卷 





(CFEB)NCHCH2S™ + RSSR——>(CH;);NCH,CH,SSR + RS- 
I IL 

L= 5, 5 -二 硫 代 双 -2- 硝 基 茶 甲酸 

I = 5- 硫 代 2- 硝 基 葵 甲酸 阴离子 ,其 消光 系数 为 1.36 x 10?/ 克 分 子 浓度 /厘米 。 

胆 碱 酯 酶 的 及 应 速率 可 由 I 在 412 毫 微米 的 光 吸 收 和 消光 系数 计算 。， 酶 反应 系统 
总 体积 为 3.5 毫升 ,0.1 克 分 子 浓度 pH7.4 磷酸 缓冲 液 2.9 一 3.05 eH, DHS, 5 二 硫 
代 双 -2- 硝 基 共 甲酸 (DTNB) 0.3 毫升 (1 x 107 克 分 子 浓 度 ) , 底 物 硫 代 乙 酰 胆 碱 0.1 毫升 
(5 x 107? 克 分 子 浓 度 ) Ki 0.05 一 0.20 毫升 。 同 时 设 底 物 自身 水 解 作 对 照 。 T250 反 
训 一 定时 间 后 ,加 入 0.8 毫升 3% 十 二 烷 基 磷酸 钠 停止 反应 , 于 751 型 分 光 光 度 计 上 测定 
在 412 毫 微 米 的 光 吸 收 。 

常规 实验 用 0.1 克 分 子 浓度 pH 7.4 磷酸 缓冲 液 。 pH 对 胆 碱 酯 酶 活力 影响 的 实验 用 
的 缓冲 液 :1000 毫升 溶液 中 含 氧化 钠 26.3 克 ,磷酸 二 和 氢 钾 3.85 克 , 氢 氧 化 钠 1.0 克 。 出 
加 入 0.1 当量 氢 氧 化 钠 或 盐酸 调节 缓冲 波 到 所 希望 的 pH E, 其 范围 在 pH 6.0 一 10.0 
(Chadwick “, 1954), 
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力 常数 , k 代表 磷 酰 化 常数 , K, = 和 代表 双 分 子 速 度 常 数 。 根据 上 述 反 应 式 可 推导 出 
下 列 公式 (O’Brien, 1976); 
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式 中 了 为 抑制 剂 浓 度 ,* 为 抑制 剂 与 酶 反应 的 时 间 ,P 为 酶 被 抑制 剂 抑制 一 定时 间 后 
所 余 酶 活力 占 原 活力 的 百分率 。 在 一 定 的 抑制 剂 浓度 下 ， 酶 与 抑制 剂 反 应 不 同时 间 ， 测 
出 P 值 ,以 P 值 的 对 数 对 : 作 图 得 一 直线 ,斜率 为 er 这 样 即 可 算出 双 分 子 速度 常数 
K, io K, 是 衡量 抑制 剂 ( 杀 虫 剂 ) 对 胆 碱 醋 酶 抑制 效率 的 一 个 参数 。 K, 值 越 大 , 胆 碱 栈 
酶 对 抑制 剂 的 抑制 越 敏感 ， 抑 制剂 对 酶 的 抑制 效率 越 大 。 在 测定 中 ， 抑 制剂 与 酶 保温 
(25°C), 时 间 (30 秒 至 9 分 钟 ) 依 抑制 剂 的 抑制 效率 决定 。 将 抑制 剂 溶液 迅速 注射 人 酶 液 
中 ,在 不 同时 间 间 隔 用 注射 器 取出 一 定量 ， 迅 速 注 入 另 一 装 有 底 物 和 显 色 剂 的 缓冲 液 中 ， 
用 Ellmen 方法 测定 剩余 酶 活力 。 
4. 蛋白 质 浓度 的 测定 ” 依 Lowry 等 (1951 ) 方法 。 


1. 胆 碱 酯 酶 活力 与 对 间 的 关系 
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洁 活 力 (微克 分 子 /小 时 / 克 组 织 ) 


SBS: FRAP ee Re RT FE 3 


FRAR HARAR, RRAR RE DRAE E JR AMA 1 所 示 . 
从 图 1 可 以 看 出 ,在 酶 反应 10 OSA , 酶 活力 与 时 间 呈 线性 关系 ,随后 则 缓慢 降低 。 因 此 
在 酶 的 测定 中 均 掌 握 在 10 分 钟 内 进行 。 图 1 也 表明 ,成 蝇头 部 胆 碱 酯 酶 活力 最 高 。 勺 桨 
中 加 入 Triton 可 以 提高 酶 活力 约 一 倍 , 这 与 从 家 蝇 所 得 结果 相似 (Devonshire $, 1975)。 
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A2 底 物 浓度 对 胆 碱 醋 酶 活力 的 影响 


(T) BL BARN ARES 
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反应 系统 pH7 .4 
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2. 胆 碱 醒 酶 活力 与 底 物 浓度 关系 

杆 乔 头 部 、 神 经 索 及 寡 蝇 蛆 、 成 蝇头 和 胸部 的 胆 碱 醒 酶 活力 与 底 物 旅 度 关 系 如 图 2 所 
示 。 析 盘 头 、 神 经 索 胆 碱 醋 酶 最 适 底 物 浓度 分 别 为 3.80 x 1077 和 3.16 x 10-: 克 分 子 左右 ; 
寄 蝇 蛆 、 成 蝇头 及 胸部 胆 碱 酯 酶 最 适 底 物 浓度 分 别 为 30Xx10-,、 6.0 x 107? 1.2.0 107? FE 
分 子 左 右 。 各 部 分 组 织 胆 碱 柄 酶 活力 与 底 物 浓度 均 呈 现 铃 形 曲线 关系 。 

3. 胆 碱 酯 醇 的 最 适 pH 

杆 和 蛋 头 部 、 神 经 索 和 寄 蝇 蛆 、 成 蝇头 及 胸部 胆 碱 酯 酶 活力 与 pH RADA 3. BK 
经 索 胆 碱 酯 酶 最 适 pH 为 8.0 一 8.5 左右 , EX 8.0 左右 ,成 蝇头 为 8.2 一 9.0 左右 , 胸部 
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图 1 pH WAR BRET JEN 
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底 物 , 365107 克 分 于 浓度 
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为 7.5 一 8.2 左右 。 从 图 3 可 见 , BA. 神经 索 和 成 蝇头 、 IGA BIAS AR ee pH 
范围 ,而 蝇 蛆 酶 最 适 pH AARE o 

4. 氧 乐 果 \ 政 政情 对 梓 剧 和 寄 归 胆 碱 酯 酶 的 体外 抑制 作用 。 

氧 乐 果 \ 政 政 级 对 胆 碱 酯 酶 的 抑制 作用 如 图 4 所 示 ,从 图 计算 出 胆 碱 酯 酶 的 双 分 子 速 
度 常数 , 列 于 表 1。 政敌 级 对 鼻头 、 神 经 索 胆 碱 酯 酶 天, 值 为 1.74X10 和 1.95 x 10° 克 分 
子 浓 度 “分 一 ,对 寄 蝇 蛆 、 成 蝇头 和 胸 的 胆 碱 酯 酶 K 值 分 别 为 4.53X10，1.12X10” 和 
7.71X10° 克 分 子 浓度 一 分 一 。 氧 乐 果 对 鼻头 、 神 经 索 胆 碱 酯 酶 的 K; 值 为 1.02X10 和 
5.50X 10? 克 分 子 浓度 "分 "1, 对 寄 蝇 姐 、 成 蝇头 和 胸 酶 的 K; 值 分 别 为 1.28 x 10°,8.06 x 10° 
和 7.38X10 克 分 子 浓度 ”分 "。 值 得 指出 的 是 氧 乐 果 对 蝇 查 胆 碱 酯 酶 的 抑制 效率 比 杆 蚕 
头 胆 碱 酯 酶 的 抑制 大 12 倍 , 对 成 蝇头 胆 碱 酯 酶 抑制 效率 比 梓 短 头 酶 的 抑制 约 大 80 倍 。 而 
敌 敌 刁 对 这 两 种 昆虫 的 胆 碱 醒 酶 的 抑制 均 很 有 效 , 比 氧 乐 果 的 抑制 效率 高 10 一 10 倍 。 
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乐 果 在 哺乳 动物 (Brady 等 , 1963; Lucier 等 , 1970), 植物 (Lucier 2, 1970) ME 
H (Brady “&, 1963; Devonshire 等 , 1975) 体内 都 能 由 生物 系统 氧化 变 为 更 毒 的 氧 乐 果 。 
催化 这 个 氧化 反应 (P=S-P=0) 的 是 多 功能 氧化 酶 系 (MEO)， 而 这 个 酶 系 末 端 氧化 
酶 一 细胞 色素 P-450 起 着 重要 作用 (Dauterman，1971; Hodgson, 1976), BUINKERA 
杆 乔 饰 腹 寄 蝇 细胞 色素 P-450 的 光谱 性 质 进行 了 研究 ( 邹 柏 祥 等 , 1980)。 看 来 , 乐 果 进 
入 杠 鼻 消化 道 后 ,可 能 在 中 肠 就 被 MFO 作用 转变 为 氧 乐 果 。 后 者 是 胆 碱 栈 梅 的 真正 抑 
制剂 。 氧 乐 果 对 梓 乔 和 寄 蝇 胆 碱 酯 酶 的 体外 抑制 具有 明显 的 差异 。 这 种 在 起子 酶 〈target 
enzyme) 上 的 抑制 差异 是 杀 虫 剂 表现 选择 毒性 的 重 变 原 因 。 现 将 胆 碱 酯 酶 的 一 些 性 质 和 
抑制 作用 与 选择 毒性 关系 讨论 如 下 : 

一 、PH 对 酶 活力 的 影响 

丁 恤 头 部 和 神经 索 胆 碱 酯 酶 的 最 适 pH 为 8.0 一 8.5 左右 ， 蝇 蛆 为 8.0 左右 ,成 蝇头 和 
胸部 分 别 为 8.2 一 9.0 和 7.2 一 8.2 左右 〈 见 图 3)。 乔 头 和 神经 索 及 成 蝇头 和 胸 胆 碱 酯 酶 的 
最 适 pH 范围 较 宽 ， 这 表明 在 偏 碱 条 件 下 有 利于 底 物 与 酶 分 子 中 酯 动 部 位 (esteratic site) 
的 结合 。 当 pH RRN , 梓 恤 和 寄 蝇 胆 碱 酯 梅 活力 均 表 现 很 贷 , 这 表明 在 酸性 条 件 下 酯 动 
部 位 的 碱 性 基 团 由 于 质子 作用 而 钝 化 。 

二 、 底 物 浓度 与 酶 活力 的 关系 

丁 乔 头 、 神 经 索 胆 碱 酯 酶 的 最 适 底 物 良 度 在 3.2 一 4.0X 107 克 分 子 浓 度 之 间 ， 寄 蝇 
蛆 、 成 蝇头 和 胸 胆 碱 醒 酶 的 最 适 底 物 浓度 在 2.0 一 6.0x 107? 克 分 子 浓 度 之 间 。 过 量 的 底 
物 浓 度 对 酶 有 抑制 作用 ( 见 图 2)。 这 显示 了 乙酰 胆 碱 酯 酶 的 特性 ,后 者 与 杀 虫 剂 中 毒 密 
切 相关 (O’Brien, 1976). 这 与 一 些 昆 虫 胆 碱 酯 酶 的 最 适 底 物 请 度 (在 5.0 x 10 一 一 1.0X 107 
克 分 于 浓度 之 间 ) 相 似 。 

三 、 杀 虫 剂 对 胆 碱 醋 酶 的 体外 抑制 与 体内 毒性 的 关系 

当 有 机 磷酸 酯 和 乙酰 胆 碱 酯 酶 作用 后 ， 酶 便 失 去 活性 ， 从 而 不 能 正之 地 分 解 乙酰 胆 
碱 ， 使 刺激 传达 时 释放 出 来 的 乙酰 咀 碱 积累 ， 扰 乱 了 正常 刺激 的 传达 ， 终 于 导 敏 昆 虫 中 
毒 死 亡 。 因此 有 机 磷 化 合 物 的 杀 虫 作用 是 与 它 对 昆虫 中 枢 神经 系统 乙酰 胆 碱 酯 酶 的 抑 
制作 用 密切 相关 的 。 而 杀 虫 剂 对 胆 碱 酯 酶 的 抑制 效率 是 用 双 分 子 速度 常数 及 表达 的 
(O’Brien, 1976), 

一 些 杀 虫 剂 对 哺乳 动物 和 屁 虫 之 间 具 有 高 度 的 选择 毒性 ,证实 与 胆 碱 醒 栈 的 抑制 差 
WAK (Hollingworth, 1976; Fukuto 4, 1971; Huang 等 ，1974)。 氧 乐 果 对 家 蝇头 的 
K, HÆ 2.1—3.6 X 10 克 分 子 浓度 -分 -之 间 (Huang 等 ，1974: Devonshire 等 、1975)， 
而 氧 乐 果 为 大 限 脑 , 牛 红血球 〈Hasting 等 , 1971) 甩 碱 酯 酶 的 KK， 值 分 别 为 1.65x 10? 和 
4.5% 10? 克 分 子 浓度 "! 分 1。 氧 乐 果 对 吓 乳 动物 和 昆虫 的 外 子 酶 抑制 效率 之 明显 差异 ,已 
被 认为 是 乐 果 选 择 毒 性 的 一 个 重要 因素 〈Huang 等 ，1974)。 本 文 结果 已 指出 , 氧 乐 果 对 
寄生 蝇 胆 碱 酯 酶 的 双 分 子 速度 常数 (K, (A) 比 梓 乍 头 和 神经 索 的 天 大 12—80 倍 。 这 可 
能 是 乐 果 对 寄 蝇 和 杆 蚕 显示 选择 毒性 的 重要 因素 。 
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酰胺 酶 ( 芳 基 酰胺 酶 和 烷 基 酰 胺 酶 ) 广 泛 存 在 于 动物 ,植物 和 微生物 中 。 它 在 生物 体 
内 对 药物 、 毒剂 等 外 来 化 合 物 的 代谢 起 着 重要 作用 (Uchida 等 ，1964; Perry 等 ，1974; 
Morikawa 等 , 1966; 林 浩 等 , 1980)。 我 们 在 梓 乔 脂肪 体 、 中 肠 组 织 中 均 发 现 有 酰胺 酶 (以 
NN- 里 基 正 己 酰胺 为 底 物 ) ,但 在 蝇 姐 中 没有 观察 到 该 酶 的 活力 。 当 用 乐 果 为 底 物 时 ,也 观 
察 到 酶 促 水 解 作用 ,但 比 水 解 N- 甲 基 正 已 酰 胺 低 。 看 来 ,细胞 色素 P-450 和 酰胺 酶 都 可 
PESKARA AN BF HY Pe Ll o 

BCE ESSE a PRR ARRR. AUK RAAME, 可 能 被 
碱 性 的 消化 被 (pH 2910) 迅速 转变 为 敌 敌 轩 。 这 个 过 程 也 可 能 象 家 鼻 那 样 有 酶 促 作 用 
(Sugiyama 等 ，1969)。 RARER AA HANA FR (K) KE 
1X10 克 分 子 浓度 “分 ”以 上 ,有 极 高 的 抑制 效率 。 这 与 敌 百 虫 对 杆 短 和 寄 蝇 都 有 很 高 的 
毒性 相 一 致 。 这 可 能 是 敌 百 虫 对 这 两 种 昆虫 没有 明显 选择 毒性 的 重要 原因 。 
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STUDIES ON THE CHOLINESTERASES FROM THE TUSSAH SILKWORM 
ANTHEREAE PERNYI GUER. AND ITS TACHINID PARASITE 
BLEPHARIPA TIBIALIS CHAO 


Tsou Bal-SHIANG Lin How 
(Shanghai Instituts of Entomology, Academic Sinica) 
Hsu TING-SENG 


(Shanghai Institute of Biachemistry, Academic Sinica) 


The activities of cholinesterases from the head and nerve cord of the tussah silkworm 
and from the larvae of its tachinid parasite as well as from the head and thorax of the 
adult of the tachinid fly were measured by Ellmen’s method. Optimun pH values ranged 
from 8.0 to 8.5 in the head and nerve eord for the silkworm, from 7.5 to 9.0 for the para- 
sitic larvae as well as head and thorax of the tachinid fly. Optimun substrate concen- 
trations ranged from 3.2 x 10°°M to 4.0 x 10°*M in the head and nerve cord for the 
silkworm, from 2.0 X 10°*M to 6.0 x 10°°M for the larvae, head and thorax of the 
tachinid fly. The bimolecular reaction constants (K+) for Omethoate to cholinesterases 
of the head and nerve cord of the silkworm were 1.02 x 10*M7' min`‘, 5.50 x 10 M`! 
min`’ respectively, and Ki of the larvae, head and thorax of the tachinid parasite were 
1.28 x 10° M`' min™’, 8.06 x 10°M™~' min and 7.38 x 10°M~'min™' respectively. The 
Ki for DDVP to cholinesterases of the head and nerve cord of the silkworm were 
1.74 x 10° M`* min7*. 1.95 x 10° M7’ min™* and Ki of the larvae, head and thorax of the 
tachinid fly were 4.53 x 10°M7* min™’, 1.12 x 107M~*min™’ and 7.70 x 10° M`' min“, 
respectively. The Ki values for Omethoate to cholinesterase of the tachinid fly were 
12—80 times greater than that of the silkworm. 

The above results indicate that there is good relationship between in vitro cho- 
linesterase inhibition by Omethoate and im vivo toxicity of Dimethoate. Thus, the me- 
chanism of selective toxicity of Dimethoate against the silkworm and its tachinid fly 
is most probably due to the difference in selective inhibition of the target enzyme choli- 
nesterases, 


